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摘 要：用温度梯度凝胶电泳（3JJ:）技术结合 %5K /L0M克隆、测序，对健康人肠道中双歧杆菌的组成进行了分析。
%$例健康人肠道双歧杆菌的 3JJ:分析显示：人肠道内双歧杆菌的组成具有宿主特异性，不同人肠道双歧杆菌种
的多样性和种类不同。通过对一健康儿童肠道双歧杆菌属特异性 NOP扩增产物的测序及 3JJ:电泳行为的分析
发现，该个体双歧杆菌 3JJ:图谱中的条带分别代表 !"#"$%&’()*+",- &"#"$,-、! ) ".#’.)"/、! ) 0%.1,-、! ) ’$%0*/(*.)"/、
! ) 2/*,$%(’)*.,0’),-等种和一新种，其中 ! ) 2/*,$%(’)*.,0’),-（假小链双歧杆菌）是大多数个体共有且较优势的种
类。用传统培养方法只检出 ! ) 2/*,$%(’)*.,0’),-和 ! ) 0%.1,-两种。基于双歧杆菌属特异性 NOP基础上的 3JJ:
方法结合 %5K /L0M克隆文库分析可较灵敏、直观地反映人肠道中双歧杆菌的组成。
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双歧杆菌是一类严格厌氧的革兰氏阳性菌。作

为人胃肠道菌群的优势成员，双歧杆菌与人的健康

密切相关，在防止腹泻和肠道感染、缓和便秘、提高

机体免疫力和促进维生素代谢等方面起着重要的生

理作用［%］。据文献报道，与人相关的双歧杆菌主要

有以下 %# 种：青春双歧杆菌（ !"#"$%&’()*+",-
’$%0*/(*.)"/），婴儿双歧杆菌（! ) ".#’.)"/），长双歧杆
菌（! ) 0%.1,-），两杈双歧杆菌（! ) &"#"$,-），短双
歧杆 菌（ ! ) &+*3* ）， 链 状 双 歧 杆 菌（ ! )
(’)*.,0’),- ）， 假 小 链 双 歧 杆 菌 （ ! )
2/*,$%(’)*.,0’),-），角双歧杆菌（! ) ’.1,0’),-），高
卢双歧杆菌（ ! ) 1’00"(,-），异形双歧杆菌（ ! )
".%2".’),-），齿双歧杆菌（! ) $*.)",-）和龋齿双歧
杆菌（! ) $*.)"(%0*./），后 1 种主要发现于口腔［#］。
一直以来，双歧杆菌的研究多是基于传统的培养方

法和生理生化特性的鉴定［1，!］，这种方法较烦杂、欠

准确，且双歧杆菌的厌氧特性决定其很难被培养，因

此，用不依赖培养的分析方法对研究双歧杆菌有着

重要的现实意义。国外已有多篇用针对双歧杆菌的

种、属特异性引物和探针以及荧光原位杂交（7RKS）、
变性梯度凝胶电泳（LJJ:）等方法检测双歧杆菌的
报道［#，"，5］。本文运用基于双歧杆菌属特异性 NOP
基础上的温度梯度凝胶电泳（3.;=./8,C/. J/8D<.E,

J.( :(.+,/’=?’/.A<A，3JJ:）方法来比较分析人肠道中
双歧杆菌的组成，并结合构建 %5K /L0M克隆文库详
细分析了一健康儿童肠道内各种双歧杆菌的组成和

比例。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 样品采集：采集 %# 个健康成人（%4 T "$ 岁）
和 4个健康儿童（1 T %# 岁）的新鲜粪便样品 #I 以
上，直接提取总 L0M或 G 2$U冷冻保存。
$%$%& 主要试剂和仪器：4’5 L0M 聚合酶为
N/’;.I8公司产品；琼脂糖凝胶中 L0M片段的回收
和纯化采用 V* WR*公司的 X(,/8O(.8E3V %" L0M纯
化试剂盒；构建克隆文库的载体为 N/’;.I8 公司的
=J:V63 .8AH 载体系统；限制性内切酶为 VWR
7./;.E,8A公司产品。选择性培养双歧杆菌的 3NY琼
脂培养基购自中国腹泻病控制上海试剂供应研究中

心。温度梯度凝胶电泳仪为 W<’;.,/8 公司 3JJ:6
V<E< AHA,.;；厌氧培养罐为 V./+Z公司产品。
$%& 双歧杆菌特异性 ’()
$%&%$ 粪便微生物总 L0M提取：粪便样品的预处
理及微生物总 L0M的提取方法见文献［2］。
$%&%& 双歧杆菌属特异性 NOP：双歧杆菌属特异性



!"#采用一对以 $%& ’()*为靶序列的引物，上游引
物为 +,-$%./-（01/2223223**32""22*32/41），下游
引物为 +,-%%5/’（01/ ""*""233*"*""222**/41）［5］。
扩增体系（50!6）：5789 粪便总 ()*，7:5!;<=>6各引
物，577!;<=>6 ?)3!，$:0 @ !"# ()* 聚合酶及配套
$ A BC--D’ 和 5;;<=>6 E9"=5。!"# 反应条件：F.G
0;,8；F.G 47H，%5G 57H，%IG .7H，40个循环；%IG
J;,8。目的片段大小约为 057BK。对进行 322L 分
析的样品，双歧杆菌属特异性 !"# 反应采用引物
+,-$%./->+,-%%5/2"/’（即在反向引物 +,-%%5/’的 01端添
加一 .7BK的富含 2"的夹子，序列为：01/"2"""2""
2"2"2"22"222"2222"22222"*"222222/41），
扩增体系和程序同上。

!"# 温度梯度凝胶电泳（$%%&）
322L参见仪器说明书。双歧杆菌属特异性

!"#产物于 IM聚丙烯酰胺（含 I;<=>6尿素和 57M
甲酰胺）凝胶上进行电泳，温度梯度为 .% N 0.G，
$07O电泳 4P。电泳结束后，7:5M *9)Q4 溶液染色，

方法按照 322L使用说明。322L图谱的聚类分析
采用 @OR BS8?>;SK软件（@ORTDU）。
!"’ !() *+,-克隆文库分析
对一 $7岁健康儿童肠道双歧杆菌的组成和比

例进行了 $%& ’()*克隆文库分析。从 7:IM琼脂糖
凝胶中回收该个体双歧杆菌属特异性 !"#产物并
进行纯化。纯化产物利用 K2LE/3 DSHV 载体系统进
行连接，然后转化大肠杆菌（$%&’()*&’*" &+,*）(W0"，
建成克隆文库。挑取阳性克隆，对其插入片段用

-*. -#和 /%0%#进行双酶切并划分操作分类单元
（Q3@）。将每一个 Q3@的代表克隆测序（博亚生物
技术公司），并在 2D8+S8X数据库中进行相似性比对
（B=SHT8）。测序了的插入片段分别在 322L 凝胶上
电泳，将其电泳位置与该个体双歧杆菌属特异性

!"#/322L图谱进行比对，从而确定 322L图谱上每
一条条带代表的序列及双歧杆菌种类。

本实验测序克隆的序列均已提交 2D8+S8X，登
录号分别为：+,-$（*YFIJ75F），+,-5（*YFIJ747），
+,-$I （ *YFIJ74$ ）， +,-5. （ *YFIJ745 ）， +,-45
（*YFIJ744），+,-I5（*YFIJ74.）。
!". 粪便中双歧杆菌的培养和鉴定
粪便中双歧杆菌的培养采用 3!Y琼脂培养基，

于厌氧培养罐中 4JG培养 .I N J5P。随机挑取单菌
落 .. 个，以煮菌法快速获得 ()*［I］，并进行 $%&
’()*全长的扩增，扩增方法参见文献［F］。各菌株

的 $%& ’()*全长用 /%0%#和 -*. -#进行双酶切并
分型（*;K=,-,D? #,B<H<;S= ()* #DHT’,UT,<8 *8S=VH,H，
*#(#*），每种类型分别测序以获取序列信息并进
行分子鉴定。

/ 结果

/"! /0个个体粪便中双歧杆菌的检测
对 57个健康个体粪便中的微生物进行双歧杆

菌特异性 !"# 检测，结果显示，在 $5 个成人样品
中，有 $7个样品可用此方法扩增得到大小约 057BK
的目的片段，另外 5个样品无此目的片段，表明这两
个样品中无双歧杆菌或双歧杆菌数量低于本方法检

测限度。在 I个儿童样品中，有 J个样品可检测到
双歧杆菌而有 $ 个样品未检测到。图 $ 显示了
$7例不同人个体粪便样品中双歧杆菌特异性 !"#
扩增的结果。

图 ! 不同人粪便样品中双歧杆菌特异性 123检测
Z,9[$ 1*2*3+4"&5()*" 9’<CK/HKDU,-,U !"# ?DTDUT,<8 ,8 ?,--D’D8T PC;S8

-DUS= HS;K=DH

E[$77BK ()* H,\D ;S’XD’；$[ )D9ST,]D U<8T’<=；5 N $$[ ZDUS= HS;K=DH

<- ?,--D’D8T PC;S8 HCB^DUTH； $5[ !<H,T,]D U<8T’<=（ ()* <- HT’S,8

1*2*3+4"&5()*67 ""3"" *+F.7.I）[

/"/ 健康人肠道菌群双歧杆菌 $%%&图谱
选择 $7个双歧杆菌阳性的健康个体的粪样，对

其特异性扩增产物进行 322L分析（图 5）。$7例个
体双歧杆菌的 322L图谱显示不同人肠道中双歧杆
菌的组成不同，这种差异主要表现在以下两方面：

（$）不同个体双歧杆菌种的多样性不同，表现为
322L图谱中条带的数量不同。如个体 *双歧杆菌
322L图谱中约有 I条带，而个体 (中仅有 4条带。
（5）不同个体双歧杆菌种的组成不同，表现为 322L
图谱中条带的位置不同，仅箭头所指条带为 F例个
体共有的一个优势条带（个体#除外）。聚类分析也
显示，多数个体双歧杆菌 322L图谱的相似性不高，
聚类图较离散。但个体 *和 + 322L图谱的相似性
高达 F4M，说明这两个个体肠道内双歧杆菌的组成
相似。

F4J5770，O<=[.0 )<[0 庞小燕等：应用 322L技术分析人肠道中双歧杆菌的组成



图 ! （"）#$例个体肠道双歧杆菌 %&&’图谱；（(）左图中 %&&’图谱相似性的聚类分析
!"#$% （&）!"#"$%&’()*+",- ’()*"+"*,-../ (01+"2)’ 1+ 34 56789 "9:";":682’（&,<）；（=）>26’?)0 8982@’"’ +10 ’"7"280"?@ *1)++"*")9?’ 1+ -../

(01+"2)’ "9 ?5) 2)+? ("*?60)

!)* #+, -./"克隆文库分析 %&&’条带中双歧杆
菌的组成

个体 <为一 34岁健康儿童，该个体在实验前一
年内未有肠道菌群紊乱症状出现并进行任何抗生素

治疗，我们以此个体作为研究对象，通过分析

3AB 0CD&克隆文库来确定 -../各带所代表的双歧
杆菌的方法。构建该个体双歧杆菌属特异性片段

（3AB 0CD&的部分序列）的克隆文库，对 E4个随机挑
取的阳性克隆的插入片段进行 ."/ +!和 012A!双
酶切分析，酶切图谱显示可分为 A种类型，其代表克
隆分别为 ="+3，="+%，="+3E，="+%F，="+G% 和 ="+E%。
对这 A种代表克隆的插入片段进行测序，并分别进
行 -../ 电泳，同时和该个体肠道双歧杆菌属的
-../图谱进行比对，从而确定 -../图谱上各条带
所代表的双歧杆菌的种的序列信息。

图 G列出了健康儿童 <肠道内双歧杆菌 -../
图谱上各条带所代表序列的最接近种以及此类型在

整个文库中所占的比例。该儿童双歧杆菌 -../图
谱上共有 H条条带（条带!，"，#，$，%），其中条
带!、"、$、%分别对应代表克隆 ="+%F，="+3E，="+3
和 ="+%，相应序列分别为两杈双歧杆菌（344I同
源）、婴儿双歧杆菌（344I同源）、青春双歧杆菌
（JEI同源）和假小链双歧杆菌（344I同源）。条带

#对应两种克隆，含有两种序列，一种与 .)9=89K中
的序列同源性较低，仅 JHI同源于婴儿双歧杆菌，
据文献报道，一段 3AB 0CD&序列若在已公开序列数
据库中与其最近的邻居同源性低于 JLI或 JEI，则
可被视为一种新种［34，33］；另一种与长双歧杆菌 JJI
同源。这种不同序列组成的 CD&在 C../M-../凝
胶中“共电泳”的现象在多篇文献中已有报道［3%，3G］。

图 * 个体 0肠道中双歧杆菌 %&&’图谱中各条带代表菌种的确定
!"#$G B()*")’ ":)9?"?@ 1+ N89:’ "9 ?5) !"#"$%&’()*+"’,’()*"+"* -../ (8??)09 1+ "9:";":682 < ;"8 ’)O6)9*) 8982@’"’ 1+ 87(2"*19’

P"’?): 80) ?5) 9)80)’? ’()*")’ 1+ ?5) *219)’ *100)’(19:"9# ?1 ?5) N89:’，?5)"0 ()0*)9? ":)9?"?@ 89: 0"*59)’’ "9 ?5) Q512) *219) 2"N080@$

3E，E%，%F，G%，3，% 0)(0)’)9?): *219) ="+3E，="+E%，="+%F，="+G%，="+3 89: ="+% 0)’()*?";)2@$ < 0)(0)’)9?): ?5) +)*82 ’87(2) 1+ "9:";":682 <$
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!"# 培养方法分析粪便中双歧杆菌的组成
作为对照，本文对个体 !粪便中的双歧杆菌同

时进行了传统的分离培养。"#$培养基分离结果显
示该个体粪便中双歧杆菌总数为 %&’( ) *+, -.湿重
粪便。随机挑取 // 个单菌落，扩增其 *01 2345序
列全长，56365 分型显示这些菌落可分为两种类型
（图 /）：类型 !占 ,*7，对应菌落 *&+ 8 *&(99，乳白
色，凸起，光滑；类型"占 ,7，菌落 *&+ 8 *&(99，颜
色灰白，光滑，略扁平。对此两种类型的双歧杆菌

*01 2345测序分析，类型!为假小链双歧杆菌（,,7
同源），类型"为长双歧杆菌（*++7同源）。

图 # $%&培养基分离得到的两种双歧杆菌（!和"）的
’() *+,-酶切（!"#(!和 $%&."）图谱及对应菌落形态
:;.</ 56365 =>??@2AB CD ?EC !"#"$%&’()*+",- B=@F;@B ;BCG>?@H D2C9

"#$ 9@H;I9 >AH ?J@;2 FC22@B=CAH;A. FCGCA;@B

K< *++L= 345 G>HH@2；! >AH " 2@=2@B@A?@H ?EC !"#"$%&’()*+",-

B?2>;AB 2@B=@F?;M@GN<

/ 讨论
自 *,,O 年 KINP@2 首次将变性梯度凝胶电泳

（3QQR）引入微生物生态学领域至今，"QQR-3QQR
技术已成功应用于多种复杂微生物群落的菌群组成

及遗传多样性的研究，如土壤、温泉、河流、人及动物

胃肠道系统等［*%，*/ 8 *0］。该方法简便、快捷，重复性

强，可同时分析大量样品，因此在平行比较不同微生

物群落的组成差异和动态监测某一微生物群落随时

空变化方面有显著优势。目前常用的 "QQR-3QQR
技术多是针对 *01 2345可变区域对微生物群落中
的所有细菌（种群比例!*7）进行分析，因此对一些

细菌组成非常丰富的微生物群落，"QQR-3QQR图谱
则会因过于复杂而难以分析。

近年来，针对某些优势或重要种属而发展起来

的类群特异性 #S6基础上的 "QQR-3QQR技术逐渐
被引入到复杂微生物群落结构的研究中来。该方法

是有选择性地针对微生物群落中的某一类细菌进行

特异性 #S6扩增，再将扩增产物在 "QQR-3QQR 胶
上分离并解析该类群中的细菌组成。目前在环境微

生物群落的分析中，国外研究工作者已建立了针对

氨氧化菌、硫氧化菌、芽孢杆菌、类芽孢杆菌等类群

的 "QQR-3QQR研究方法并获得了大量信息［*T 8 %+］。

肠道菌群方面国外也有多篇用 "QQR-3QQR研究乳
酸菌、双歧杆菌、拟杆菌等属的报道［%，%*，%%］。国内在

这方面还未见有报道。

本文用 "QQR方法对 *+ 个健康人粪便样品中
的双歧杆菌进行了分析，结果表明人肠道中双歧杆

菌的组成具有宿主特异性，不同个体中双歧杆菌种

的多样性及组成不同，此结果与 K>A.;A等用选择性
培养方法［%O］、U;9I2>用脉冲场凝胶电泳（#:QR）以及
1>?CV>2;用 3QQR方法研究人肠道中双歧杆菌组成
得到的结果类似［%，%/］。实验过程中多数样品的

"QQR分析重复了 O次以上，得到了一致的 "QQR图
谱，显示该方法有较好的重复性。用 #S6W"QQR指
纹图技术研究双歧杆菌的组成，具有直观的特点，可

直接观察不同个体肠道中双歧杆菌的多样性及组成

差异。再结合对双歧杆菌特异性片段的测序分析及

单个克隆插入片段的 "QQR电泳行为的分析，即可
确定 "QQR图谱中每一条带所代表的双歧杆菌的种
类。我们用此法对一健康儿童肠道内双歧杆菌的组

成进行了剖析，结果显示该个体肠道内含有两杈双

歧杆菌、婴儿双歧杆菌、长双歧杆菌、青春双歧杆菌、

假小链双歧杆菌及一种可能的新种，其中假小链双

歧杆菌为最优势的种类，占双歧杆菌总数的

(*&O7。青春双歧杆菌和两杈双歧杆菌也是该个体
肠道内双歧杆菌的主要类型，各占 %+7和 *’&’7。
另外，结合图 % 所显示的结果，*+ 例健康人个体中
有 ,例个体共有一条条带，对应于个体 !的条带#，
由此可推测 ! < ./*,$%(’)*0,1’),-（假小链双歧杆菌）
是多数健康人肠道内共有的一个种。

大量已有研究结果显示 ! < ’$%1*/(*0)"/（青春双
歧杆菌）是人肠道中最常见的双歧杆菌［%，%(，%0］，这与

本实验得到的结果不一致。*,,,年 K>?BIV;等［%T］采
用针对不同种的双歧杆菌设计的特异性引物和 #S6
方法研究了人肠道中各种双歧杆菌的组成，发现 ! <

*/T%++(，XCG</( 4C<( 庞小燕等：应用 "QQR技术分析人肠道中双歧杆菌的组成



!"#$%&’()#*$+()$,（假 小 链 双 歧 杆 菌）和 - !
’()#*$+()$,（链状双歧杆菌）是人肠道中最常见的一
类双歧杆菌，约 "#$的成人粪便样品中都含有这类
菌，其次才是 - ! +&*.$,（长双歧杆菌）和 - !
(%&+#"’#*)/"（青春双歧杆菌）。%&’()*+分析这种检测
结果的不一致现象可能是由于传统的碳源发酵实验

不能区分青春双歧杆菌和假小链双歧杆菌所致［#,］。

随后，-./).0&和 1&*&23’3［#4，#"］的工作也相继证实假
小链双歧杆菌类是人肠道中的一种主要双歧杆菌。

#556年，%&’()*+［75］又采用定量 89-和荧光原位杂交
（:;1<）的方法对人肠道中双歧杆菌的组成进一步进
行了检测，确认假小链双歧杆菌和链状双歧杆菌类

是肠道中最常见的一类双歧杆菌；但在数量上这类

菌并不一定是最优势菌，6= 例分析个体中，>" 例个
体肠道中以假小链双歧杆菌类为最优势种，而 #?例
个体中以青春双歧杆菌为最优势种。本研究用双歧

杆菌属特异性 89-@ABBC方法分析健康人肠道双歧
杆菌组成发现，假小链双歧杆菌不仅是 >5例分析个
体中最常见的一类双歧杆菌，而且在多数个体中（如

个体 D、E、9、F、C、<、G）也是数量上的优势菌（图 #）。
目前本实验以及相关文献的有限数据还不能表明人

种、膳食结构、年龄、性别等因素对肠道中双歧杆菌

的组成有否影响以及如何影响。

本实验用 ABBC研究双歧杆菌，较之 FBBC 方
法可以显著节约样品 FHD。通常用于 ABBC分析的
FHD仅需 >5 到几十纳克，而 FBBC 一般需 >45 I
7550J 89-产物，对一些肠道内双歧杆菌含量较少
的个体的样品，ABBC 分析则显得更为方便、经济。
本研究中得到的 =种已测了序的双歧杆菌特异性片
段，基本代表了一些常见的肠道双歧杆菌种类，这些

FHD片断的混合物可制成 ABBC分析的“2&K*.K”，在
手头没有一系列双歧杆菌标准菌株的情况下，电泳

时可点在待分析样品旁边作为 ABBC 电泳时的参
照，以提供一些条带的序列信息。

传统的培养方法检测出该个体肠道中有两种双

歧杆菌———- ! !"#$%&’()#*$+()$,（假小链双歧杆菌）
和 - ! +&*.$,（长双歧杆菌）。由此可见，本实验所
采用的 A8L双歧杆菌选择性培养基对粪便中双歧
杆菌的分离具有偏好性，一些用分子方法可检测到

的种类如两杈双歧杆菌、婴儿双歧杆菌、青春双歧杆

菌等在本实验中用培养方法未检出。因此，在检测

的忠实性和灵敏度方面，分子方法较之培养方法具

有优越性。但同时也应指出，培养方法可分离得到

纯培养物，且通过稀释涂布培养也可获取活菌数量

的信息，而在此方面，分子方法不能区分死、活细菌，

且通过 ABBC结合克隆测序，虽可获得各种双歧杆
菌所占的丰度，却不可知样品中含有双歧杆菌的总

数量，因此，分子方法和培养方法是互为补充，二者

结合可更有效地获取样品的微生物组成信息。

总之，用基于双歧杆菌属特异性 89-基础上的
ABBC方法结合 >=1 KFHD克隆文库分析可较灵敏、
直观地反映人肠道中双歧杆菌的组成，该方法在并

行比较不同微生物群落中双歧杆菌组成的差异并动

态监测双歧杆菌组成的变化方面具有较强优势。
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<$00$’ 18%<;%1 $? &%1&%( 1)08*%1 6 4=;*% )1 <$’&/$*，$’*> &Y$ 18%<;%1F 6 6 "3-72)+/.-%7#/.75 )’( 6 6 #)%:75 Y%/%
;1$*)&%( 91;’: &/)(;&;$’)* <9*&9/% 0%&=$(6 6’?’2),/+.-(’/ :/$98F18%<;?;< WRB E)1%( 7,,+ 0%&=$( <$0E;’%( Y;&= !@A
/2C- <*$’% *;E/)/> 8/$?;*;’: ;1 ) 1%’1;&;D% )’( %??%<&;D% )88/$)<= &$ /%1$*D% &=% 8$89*)&;$’ 1&/9<&9/% $? 6’?’2),/+.-(’/ ;’
0;</$?*$/) $? =90)’ ;’&%1&;’)* &/)<& 6
C</ D2=>0：6’?’2),/+.-(’/，7%08%/)&9/% ,/)(;%’& ,%* +*%<&/$8=$/%1;1（7,,+），N%<%1，!@A /2C- <*$’% *;E/)/>
8/$?;*;’:

N$9’()&;$’ ;&%0：C)&;$’)* C)&9/)* A<;%’<% N$9’()&;$’ $? R=;’)（JIJTIIJ!）
!R$//%18$’(;’: )9&=$/ 6 7%*：H@FP!FK"T"JJK!；N)V：H@FP!FK"T"JJ"H；+F0);*：*8O=)$b 1]&96 %(96 <’
B%<%;D%( ()&%：IPFIPFPIIK

J"TPIIK，3$*6"K C$6K 庞小燕等：应用 7,,+技术分析人肠道中双歧杆菌的组成




